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1.   OBJETIVO
Preparar inoculante para leguminosa, multiplicando-se bactérias fixadoras de
nitrogênio (Rhizobium).
2.   MATERIAL NECESSÁRIO
2.1 Reagentes
· Substrato de turfa (Ver PO 12.094);
· Meio de Cultura 79
· Extrato de Levedura semi-sólido (Ver PO 12.023);
· Cultura puras das estirpes de rizóbio.
2.2 Vidraria e Outros
· Agitador magnético;
· Dispersor automático;
· Panela de pressão;
· Agitador rotativo;
· Estufa de esterilização Pró-pipeta;
· Alça de platina;
· Balança analítica;
· Seringa automática;
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5· Autoclave;
· Barra magnética;
· Tripé para bico de bunsem;
· Bico de búnsen;
· Seladora para plásticos;
· Grade para tubos de ensaio;
· Capela de exaustão;
· Capela de fluxo laminar;
· Seringa;
· Proveta;
· Pipeta sorológica;
· Tubo de ensaio;
· Caixa para embalagem de inoculante;
· Saco de polipropileno;
· Tubo de ensaio rosqueável;
· Folheto de instruções de como usar o inoculante ;
· Etiquetas auto colantes.
3.   PROCEDIMENTO
3.1 Crescimento de Bactéria
· Usar culturas puras das estirpes de rizóbio indicadas para a espécie
leguminosa a ser inoculada.
· Repicar para o meio de cultura (meio cultura 79), com extrato de levedura
semi-sólido.
· Colocar em agitador à temperatura de 30 0C por 3 dias se a estirpe for de
crescimento rápido ou 10 dias se for de crescimento lento.
· Crescer as estirpes em frascos isolados e só misturar na hora de adicionar à
turfa.
63.2 Preparo do Inoculante
· Misturar as culturas das estirpes indicadas para cada espécie leguminosa,
injetar 70ml desta mistura nos sacos contendo 150g de turfa esterilizada, que foi
previamente preparada.
· Misturar até que a turfa fique úmida (apertando o inoculante com força não
deve escorrer líquido).
· O Inoculante terá, a partir desta data, 6 meses de validade e deverá ser
guardado, de preferência, em geladeira ou em lugar fresco e sombreado.
· Proceder a análise do número de células viáveis de Rhizobino para atestar a
qualidade do inoculante.
3.3 Para Crescer Grandes Quantidades de Inóculo
· Fazer por etapas usando pelo menos um volume de inóculo que corresponda
a 10% do volume final do meio de cultura a ser inoculado.
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